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^ (54) Title: IMMUNOSTIMULATION BY CHEMICALLY MODIFIED RNA 

t> (54) Bezeichnung: IMMUNSTIMULATION DURCH CHEMISCH MODIFIZIERTE RNA 



^5 (57) Abstract: The invention relates to an iramunostimulating agent containing at least one chemically modified RNA. The inven- 
^ tion also relates to a vaccine that contains at least one antigen in conjunction with the immunostimulating agent. The inventive 
immunostimulating agent and the inventive vaccine are used, in particular, against infectious diseases or cancers. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein immunstimulierendes Mittel, enthaltend mindestens eine chemisch 
modifirierte RNA. Des weiteren betrifft die Erfindung eine Vakzine, die mindestens ein Antigen in Verbindung mit dem immunsti- 
£>. mulierenden Mittel enthalt. Das erfindungsgemaBe immunstimulierende Mittel und die erfindungsgemaBe Vakzine werden insbe- 
sondere gegen Infektionserkrankungen oder Krebserkrankungen eingesetzt. 
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Immunstimulation durch chemisch modifizierte RNA 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein immunstimulierendes Mittel, enthaltend mindestens 
15 eine chemisch modifizierte RNA. Des weiteren betrifft die Erfindung eine Vakzine, die 
mindestens ein Antigen in Verbindung mit dem immunstimulierenden Mittel enthalt Das 
erfindungsgemaCe immunstimulierende Mittel und die erfindungsgemaBe Vakzine werden 
insbesondere gegen Infektionserkrankungen oder Krebserkrankungen eingesetzL 

20 RNA spielt in Form von mRNA, tRNA und rRNA bei der Expression der genetischen 
Information in der Zelle eine zentrale Rolle. Dariiber hinaus wurde jedoch in einigen Un- 
tersuchungen gezeigt, dass RNA auch als solche an der Regulation von etlichen Prozessen, 
inbesondere im Organismus von Saugetieren, beteiligt ist. Dabei kann RNA die Rolle als 
Kommunikationsbotenstoff einnehmen (Benner, FEBS Lett 1988, 232: 225-228). Des 

25 weiteren wurde eine RNA mit groBer Homologie zu einer gewohnlichen mRNA entdeckt, 
die aber nicht ttanslatiert wird, sondern eine Funktion in der intrazellularen Regulation 
ausiibt (Brown et aL, Cell 1992, 71: 527-542). Derartige regulatorisch wirksame RNA ist 
durch eine unvollstandige Sequenz der Ribosomen-Bindungsstelle (Kozak-Sequenz: 
GCCGCCACCAUGG, wobei das AUG das Startcodon bildet (vgl. Kozak, Gene Expr. 

30 1991, 1(2): 117-125) gekennzeichnet, in der sie sich von (normaler) mRNA unterscheidet 
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese Klasse der regulatorischen RNA auch in 
aktivierten Zellen des Immunsystems, bspw. GD4 + -T-Zellen vorkommt (Liu et al., Geno- 
mics 1997, 39:171-184). 
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Sowohl bei der klassischen als auch bei der genetischen Vakzinierung tritt haufig das Prob- 
lem auf, dass nur eine geringe und damit haufig unzureichende Immunantwort im zu the- 
rapierenden bzw. zu impfenden Organismus hervorgerufen wird. Daher werden Vakzinen 
haufig sog. Adjuvanzien, d.h. Substanzen beigefiigt, die eine Immunantwort gegen ein 
5 Antigen erhohen und/oder gerichtet beeinflussen konnen. Im Stand der Technik lange 
bekannte Adjuvanzien sind z.B. Aluminiurnhydroxid, das Freud'sche Adjuvans u.a. Derar- 
tige Adjuvanzien erzeugen jedoch unerwunschte Nebenwirkungen, bspw. sehr schmerz- 
hafte Reizungen und Entzundungen am Ort der Applikation. Des weiteren werden auch 
toxische Nebenwirkungen, insbesondere Gewebsnekrosen beobachtet SchlieBlich bewir- 
1 0 ken diese bekannten Adjuvanzien nur eine unzureichende Stimulation der zellularen Im- 
munantwort, da lediglich B-Zellen akuviert werden. 

Des weiteren ist von bakterieller DNA bekannt, dass sie aufgrund des Vorhandenseins 
von nicht-methylierten CG-Motiven immunstimulierend wirkt, weshalb derartige CpG- 

15 DNA als immunstimulierendes Mittel allein und als Adjuvans fur Vakzine vorgeschlagen 
wurde; vgl. US-Patent 5,663,153. Diese immunstimulierende Eigenschaft von DNA kann 
auch durch DNA-Oligonucleotide erreicht werden, die durch Phosphorthioat- 
Modifikadon stabilisiert sind (US-Patent 6,239,116). Das US-Patent 6,406,705 offenbart 
schlieBlich Adjuvans-Zusammensetzungen, welche eine synergistische Kombination aus 

20 einem CpG-Oligodesoxyribonucleotid und einem Nicht-Nucleinsaure-Adjuvans enthalten. 

Die Verwendung von DNA als immunstimulierendes Mittel oder als Adjuvans in Vakzi- 
nen ist jedoch unter mehreren Gesichtspunkten nachteilig. DNA wird in der Blutbahn nur 
relativ langsam abgebaut, so dass es bei der Verwendung von immunstimulierender DNA 

25 zu einer Bildung von Anti-DNA-Antikorpern kommen kann, was im Tiermodell bei der 
Maus bestatigt wurde (Gilkeson et aL, J. Clin. Invest 1995, 95: 1398-1402). Die mogliche 
Persistenz der DNA im Organismus kann so zu einer Uberakrivierung des Immunsystems 
fuhren, welche bekanntermaBen bei Mausen in einer Splenomegalie resulriert (Montheith 
et al., Anticancer Drug Res. 1997, 12(5): 421-432). Des weiteren kann DNA mit dem 

30 Wirtsgenom wechsehvirken, insbesondere durch Integration in das Wirtsgenom Mutatio- 
nen hervorrufen. So W^nn es bspw. zu einer Insertion der eingebrachten DNA in ein intak- 
tes Gen kommen, was eine Mutation darstellt, welche die Funktion des endogenen Gens 
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behindert oder gar vollkommen ausschaltet Durch solche Integrationsereigaisse konnen 
einerseits fur die Zelle lebenswichtige Enzymsysteme ausgeschaltet werden, andererseits 
besteht auch die Gefahr einer Transformation der so veranderten Zelle in einen entarteten 
Zustand, falls durch die Integration der Fremd-DNA ein fur die Regulation des Zellwachs- 
5 turns entscheidendes Gen verandert wird. Daher kann bei der Verwendung von DNA als 
immunstimulierendem Mittel ein Risiko der Krebsbildung nicht ausgeschlossen werden. 

Riedl et aL (J. Immunol. 2002, 168(10): 4951-4959) offenbaren, dass an eine Arg-reiche 
Domane des HBcAg-Nucleocapsids gebundene RNA eine Thl -vermittelte Immunantwort 
10 gegen HbcAg hervorruft Die Arg-reiche Domane des Nucleocapsids weist Ahnlichkeit zu 
Protaminen auf und bindet unspezifisch Nucleinsauren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein neues System zur Ver- 
besserung der Immunstimulation allgemein und der Vakzinierung im Besonderen bereitzu- 
15 stellen, das eine besonders effiziente Immunantwort im zu therapierenden bzw. zu imp- 
fenden Patienten hervorruft, die Nachteile bekannter Immunstimulanzien jedoch vermei- 
det 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen 
20 der vorliegenden Erfindung gelost 

Insbesondere wird erfindungsgemaB ein immunstimulierendes Mittel bereitgestellt, enthal- 
tend mindestens eine RNA, die mindestens eine chemische Modifikation aufweist Somit 
wird gemafi der vorliegenden Erfindung auch die Verwendung der chemisch modifizierten 
25 RNA zur Herstellung eines immunstimulierenden Mittels offenbart 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, dass chemisch 
modifizierte RNA Zellen des Immunsystems (vomehmlich Antigen-prasentierende Zellen, 
insbesondere dentritische Zellen (DC), sowie die Abwehrzellen, bspw. in Form von T- 
30 Zellen), besonders stark aktiviert und so das Immunsystem eines Organismus zu stimu- 
liert. Insbesondere fiihrt das erfindungsgemaBe immunstimmulierende Mittel, enthaltend 
die chemisch modifizierte RNA, zu einer vermehrten Freisetzung von immunsteuernden 
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Cytokinen, bspw. Interleukinen, wie IL-6, IL-12 usw. Daher ist es bspw. moglich, das im- 
munstimulierende Mittel der vorliegenden Erfindung gegen Infekrionen oder Krebser- 
krankungen einzusetzen, indem es z.B. in den infizierten Organismus oder den Tumor 
selbst injiziert wird. Als Beispiele fur mit dem erfindungsgemaBen immunstimulierenden 
5 Mittel behandelbare Krebserkrankungen konnen malignes Melanom, Kolon-Karzinom, 
Lymphome, Sarkome, kleinzelliges Lungenkarzinom, Blastome usw., genannt werden. Des 
weiteren wird das immunstimulierende Mittel vorteilhaft gegen Infektionserkrankungen 
(z.B. virale Infektionskrankheiten, wie ADDS (HIV), Hepatitis A, B oder C, Herpes, Her- 
pes Zoster (Varizellen), Roteln (Rubeola-Virus), Gelbfieber, Dengue usw. (Flavi-Viren), 

10 Grippe (Influenza- Viren), hamorrhagische Infektionskrankheiten (Marburg- oder Ebola- 
Viren), bakterielle Infektionserkrankungen, wie Legionarskrankheit (Legionella), Magenge- 
schwiir (Helicobacter), Cholera (Vibrio), fL^#-Infektionen, Staphylokokken-Infektionen, 
Salmonellen-Infektionen oder Streptokokken-Infektionen (Tetanus), protozoologische 
Infektionserkrankungen (Malaria, Schlafkrankheit, Leishmaniose, Toxoplasmose, d.h. In- 

15 fektionen durch Plasmodium, Trypanosomen, Leishmania und Toxoplasmen, oder Pilzin- 
fektionen, die bspw. durch Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Cocridioides immitis y 
Blastomyces dermatitidis oder Candida albicans hervorgerufen werden) eingesetzt 

Der Begriff "chemische Modifikation" bedeutet, dass die im erfindungsgemaBen Immun- 
20 stimulans enthaltene RNA durch Ersetzen, Anfugen oder Entfemen einzelner oder meh- 
rerer Atome oder Atomgruppen im Vergleich zu natiirlich vorkommenden RNA-Spezies 
verandert ist 

Vorzugsweise ist die chemische Modifikation derart ausgestaltet, dass die RNA mindestens 
25 ein Analoges natiirlich vorkommender Nucleotide enthalt 

In einer keineswegs abschlieBenden Aufeahlung konnen als Beispiele erfindungsgetnaB 
verwendbarer Nucleotidanaloga Phosphoramidate, Phosphorthioate, Peptidnucleotide, 
Methylphosphonate, 7-Deazaguaonsin, 5-Methylcytosin und Inosin genannt werden. Die 
30 Herstellung derartiger Analoga sind einem Fachmann bspw. aus den US-Patenten 
4,373,071, US 4,401,796, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500,707, US 4,668,777, US 
4,973,679, US 5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 und 5,700,642 be- 
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kannt Besonders bevorzugt ist es, wenn die RNA aus Nucleotidanaloga, bspw. den vorge- 
nannten Analoga, besteht 

Als weitere chemische Modifikarionen ist beispielsweise die Anfiigung einer sog. "S'-Cap"- 
5 Struktur, d.h. ein modifiziertes Guanosin-Nucleotid, zu nennen, insbesondere m7G(5 f )ppp 
(5 , (A,G(5')ppp(5 , )A und GOppp^G. 



GemaB einer weiteren bevorzugten Aus ftihrungs form der vorliegenden Erfindung handelt 
es sich bei der chemisch modifizierten RNA urn relativ kurze RNA-Molekule, die bspw. 
10 aus etwa 2 bis etwa 1000 Nucleoriden, vorzugsweise aus etwa 8 bis etwa 200 Nucleoriden, 
besonders bevorzugt aus 15 bis etwa 31 Nucleoriden, besteht 



ErfindungsgemaB kann die im immunstimulierenden Mittel enthaltene RNA einzel- oder 
doppelstrangig sein. Dabei kann insbesondere doppelstrangige RNA mit einer Lange von 
15 21 Nucleoriden auch als Interferenz-RNA eingesetzt werden, um spezifisch Gene, z.B. 
von Tumorzellen, auszuschalten, und so diese Zellen gezielt abzutoten oder um darin akti- 
ve, fur eine maligne Entartung verantwortlich zu macbende Gene zu inaktivieren (Elbashir 
et al., Nature 2001, 411, 494-498). 

20 Spezifische Beispiele erfindungsgemaB einsetzbarer RNA-Spezies ergeben sich, wenn die 
RNA eine der folgenden Sequenzen aufWeist S^UCCAUGACGUUCCUGAUGCUO', 5*- 
UCCAUGACGUUCCUGACGUU-3 > oder S'-UCCAGGACUUCUCUCAGGUU-S'. 
Dabei ist es besonders bevorzugt, wenn die RNA-Spezies Phosphortioat-modifiziert sind. 

25 GegebenenfaUs kann das erfindungsgemaBe immunsrimulierende Mittel die chemisch mo- 
difizierte RNA in Verbindung mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
Vehikel enthalten. 



Zur weiteren Erhohung der Immunogenizitat kann das erfindungsgemaBe immunstimulie- 
30 rende Mittel ein oder mehrere Adjuvanzien enthalten. Hierbei wird in Bezug auf die Im- 
munstimularion vorzugsweise eine synergistische Wirkung von erfindungsgemaBer che- 
misch modifizierter RNA und dem Adjuvans erzielt Unter "Adjuvans" ist dabei jede Ver- 
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bindung zu verstehen, die due Immunantwort begiinstigt. In Abhangigkeit der verschie- 
denen Arten von Adjuvanzien konnen diesbezuglich verschiedene Mechanismen in Be- 
tracht kommen. Bspw. bilden Verbindungen, welche die Reifung der DC erlauben, bspw. 
Lipopolysaccharide, TNF-a oder CD40-Ligand, eine erste Klasse geeigneter Adjuvanzien. 
5 AUgemein kann jedes das Immunsystem beeinflussende Agens von der Art eines "Gefahr- 
signals' 1 (LPS, GP96 usw.) oder Cytokine, wie GM-CFS, als Adjuvans verwendet werden, 
welche es erlauben, eine Immunantwort zu verstarken und/ oder gerichtet zu beeinflussen. 
Gegebenenfalls konnen hierbei auch CpG-Oligonucleotide verwendet werden, wobei al- 
lerdings deren unter Umstanden auftretenden Nebenwirkungen, wie vorstehend dargelegt, 

10 abzuwagen sind. Aufgrund des Vorhandenseins des erfindungsgemaBen imrnunstirnulie- 
renden Mittels, enthaltend die chemisch modifizierte RNA, als primarem Irnmunstimulans 
ist jedoch nur eine verhaltnismaBig geringe Menge an CpG-DNA erforderlich (im Ver- 
gleich zu einer Irnmunstimulation nur mit CpG-DNA), weshalb eine synergistische Wir- 
kung von erfindungsgemaBem immunstimulierendern Mittel und CpG-DNA im allgemei- 

15 nen zu einer positiven Bewertung dieser Kombination fuhrt Besonders bevorzugte Adju- 
vanzien sind Cytokine, wie Monokine, Lymphokine, Interleukine oder Chemokine, z.B. 
IL-1, 11^2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, H^lO, IL-12, INF-a, INF-y, GM-CFS, 
LT-a oder Wachstumsfaktoren, bspw. hGH, bevorzugt Weitere bekannte Adjuvanzien 
sind Aluminiumhydroxid, das Freud ! sche Adjuvans sowie die weiter unten genannten sta- 

20 bilisierenden kationischen Peptide bzw. Polypeptide, wie Protamin, sowie kationische Po- 
lysaccharide, insbesondere Chitosan. Des weiteren sind Lipopeptide, wie Pam3Cys, eben- 
falls besonders geeignet, urn als Adjuvanzien im immunstimulierenden Mittel der vorlie- 
genden Erfindung eingesetzt zu werden; vgl. Deres et al, Nature 1989, 342: 561-564. 

25 Neben dem direkten Einsatz zum Starten einer Immunreaktion, bspw. gegen einen patho- 
genen Keim oder gegen einen Tumor, kann das immunstimulierende Mittel auch vorteil- 
haft zur Verstarkung der Immunantwort gegen ein Antigen eingesetzt werden. Daher kann 
die chemisch modifizierte RNA zur Herstellung einer Vakzine verwendet werden, in der 
sie als Adjuvans wirkt, das die spezifische Immunantwort gegen das jeweilige Antigen bzw. 

30 die jeweiligen Antigene begiinstigt. 
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Somit betrifft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine Vakzine, enthal- 
tend das vorstehend definierte immunstimulierende Mittel und mindestens ein Antigen. 



Bei der "klassischen" Vakzinierung enthalt die erfindungsgemaBe Vakzine bzw. die unter 
5 Verwendung der chemisch modifizierten RNA herzustellende Vakzine das mindestens 
eine Antigen selbst Unter einem "Antigen" ist jede Struktur zu verstehen, welche die Bil- 
dung von Antikorpern und/oder die Aktivierung einer zellularen Immunantwort hervorru- 
fen kann. ErfindungemaB werden daher die Begriffe "Antigen" und "Immunogen" syn- 
onym verwendet. Beispiele von Antigenen sind Peptide, Polypeptide, also auch Proteine, 

10 Zellen, Zellextrakte, Polysaccharide, Polysaccharidkonjugate, Lipide, Plykolipide und Koh- 
lenhydrate. Als Antigene kommen bspw. Tumorantigene, virale, bakterielle, Pilz- und pro- 
tozoologische Antigene in Betracht. Bevorzugt sind dabei Oberflachenantigene von Tu- 
morzellen und Oberflachenantigene, insbesondere sekretierte Formen, viraler, bakterieller, 
Pilz- oder protozoologischer Pathogene. Selbstverstandlich kann das Antigen in der erfin- 

1 5 dungsgemafien Vakzine auch in Form eines an einen geeigneten Trager gekoppelten Hap- 
tens vorliegen. Geeignete Trager sind einem Fachmann bekannt und schlieBen bspw. hu- 
manes Serumalbumin (HSA), Polyethylenglykole (PEG) u.a. ein. Die Kopplung des Hap- 
tens an den Trager erfolgt gemaB im Stand der Technik bekannter Verfahren, bspw. im 
Fall eines Polyp eptidtragers uber eine Amidbindung an einen Lys-Rest 

20 

Bei der genetischen Vakzinierung mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vakzine bzw. der un- 
ter Verwendung der chemisch modifizierten RNA herzustellenden genetischen Vakzine 
erfolgt die Stimulierung einer Immunantwort durch die Einbringung der genetischen In- 
formation fur das mindestens eine Antigen (in diesem Fall also ein Peptid- oder Polypep- 

25 tid-Antigen) in Form einer fur dieses Antigen codierenden Nucleinsaure, insbesondere 
einer DNA oder einer RNA (vorzugsweise einer mRNA), in den Organismus bzw. in die 
Zelle. Die in der Vakzine enthaltene Nucleinsaure wird in das Antigen translatiert, d.h. das 
von der Nucleinsaure codierte Polypeptid bzw. ein antigenes Peptid wird exprimiert, wo- 
durch eine gegen dieses Antigen gerichtete Immunantwort stimuliert wird. Bei der Vakzi- 

30 nierung gegen einen pathologischen Keim, d.h. ein Virus, ein Bakterium oder ein proto- 
zoologischer Keim, wird daher bevorzugt ein Oberflachenantigen eines derartigen Keims 
zur Vakzinierung mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vakzine, enthaltend eine fur das Ober- 
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flachenantigen codierende Nudeinsaure, verwendet. Im Fall der Verwendung als geneti- 
sche Vakzine zur Behandlung von Krebs wird die Immunantwort durch Einbringung der 
genedschen Information fur Tumorantigene, insbesondere Proteine, die ausschlieBlich auf 
Krebszellen exprimiert werden, erreicht, indem eine erfindungsgemaBe Vakzine verab- 
5 rdcht wird, die fur ein derartiges Krebsantigen codierende Nudeinsaure enthalt Dadurch 
wird das bzw. werden die Krebsantigen(e) im Organismus exprimiert, wodurch eine Im- 
munantwort hervorgerufen wird, die wirksam gegen die Krebszellen gerichtet ist. 

Die erfindungsgemaBe Vakzine kommt insbesondere zur Behandlung von Krebserkran- 
kungen in Betxacht Dabei wird vorzugsweise ein tumorspezifisches Oberflachenantigen 
(TSSA) oder aber eine Nudeinsaure, die fiir eine derartiges Antigen codiert, verwendet. So 
kann die erfindungsgemaBe Vakzine zur Behandlung der vorstehend in Bezug auf das er- 
findungsgemaBe immunstimulierende Mittd genannten Krebserkrankungen eingesetzt 
werden. Spezifische Beispiele von erfindungsgemaB in der Vakzine verwendbaren Turnor- 
antigenen sind u.a. 707-AP, AFP, ART-4, BAGE, p-Catenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, 
CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, 
GAGE, GnT-V, GplOO, HAGE, HER-2/neu, HLA-A*0201-R170I, HPV-E7, HSP70- 
2M, HAST-2, hTERT (oder hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, 
MART-1 /Melan-A, MC1R, Myosin/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NY-ESO-1, 
pl90 minor bcr-abl, Pml/RARa, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, 
SART-1 oder SART-3, TEL/AML1, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 und WT1. 

Des wdteren wird die erfindungsgemaBe Vakzine gegen Infektionserkrankungen, insbe- 
sondere die vorstehend in Bezug auf das erfindungsgemaBe immunstimulierende Mittel 
25 genannten Infektionen, eingesetzt Vorzugsweise werden auch im Falle von Infektionser- 
krankungen die entsprechenden Oberflachenantigene mit dem starksten antigenen Poten- 
zial bzw. eine dafur codierende Nudeinsaure in der Vakzine verwendet Bd den genannten 
Antigenen pathogener Keime bzw. Organismen, insbesondere bd viralen Antigenen, ist 
dies typischerweise eine sekretierte Form eines Oberflachenantigens. Des wdteren werden 
30 erfindungsgemaB bevorzugt Polyepitope bzw. dafur codierende Nudeinsauren, insbeson- 
dere mRNAs eingesetzt, wobd es sich bevorzugt um Polyepitope der vorstehend genann- 
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ten Antigene, insbesondere Oberflachenantigene von pathogenen Keimen bzw. Organis- 
men oder Tumorzellen, vorzugsweise sekretierter Ptoteinfomien, handelt. 

Dariiber hinaus kann eine fur mindestens ein Antigen codierende Nucleinsaure, die in der 
5 erfindungsgemaBen Vakzine enthalten sein kann, neben dem fiir eine antigenes Peptid 
bzw. Polypeprid codierenden Abschnitt auch mindestens einen weiteren funktionalen Ab- 
schnitt enthalten, der bspw. fiir ein die Immunantwort forderndes Cytokin , insbesondere 
die vorstehend unter dem Gesichtspunkt des "Adjuvans" genannten, codiert 

1 0 Wie bereits erwahnt, kann es sich bei der mindestens ein Antigen codierenden Nucleinsau- 
re urn DNA oder RNA handeln. Zur Einbringung der genetischen Information fiir ein 
Antigen in eine Zelle bzw. einen Organismus ist im Falle einer erfindungsgemaBen DNA- 
Vakzine im allgemeinen ein geeigneter Vektor, welcher einen das jeweilige Antigen codie- 
renden Abschnitt enthalt, erforderlich. Als spezifische Beispiele derartiger Vektoren kon- 

15 nen die Vektoren der Serien pVITRO, pVTVO, pVAC, pBOOST usw. (InvivoGen, San 
Diego, CA, USA) genannt werden, die unter der URL http://www.invivogen.com be- 
schrieben sind, deren diesbezuglicher Offenbarungsgehalt vollumfanglich in die vorliegen- 
de Erfindung aufgenommen isL 

20 Im Zusammenhang mit erfindungsgemaBen DNA-Vakzinen konnen verschiedene Verfah- 
ren zur Einbringung der DNA in Zellen, wie bspw. Calciumphosphat-Transfektion, Po- 
lypren-Transfektion, Protoblasten-Fusion, Elektroporation, Mikroinjektion und Lipofekti- 
on, genannt werden, wobei insbesondere die Lipofektion bevorzugt ist 

25 Bei einer DNA-Vakzine ist jedoch die Verwendung von DNA-Viren als DNA-Vehikel 
bevorzugt. Derartige Viren haben den Vorteil, dass aufgrund ihxer infektiosen Eigenschaf- 
ten eine sehr hohe Transfektionsrate zu erzielen ist. Die verwendeten Viren werden gene- 
tisch verandert, so dass in der trans fizierten Zelle keine funktionsfahigen infektiosen Parti- 
kel gebildet werden. 

30 

Unter dem Gesichtspunkt der Sicherheit ist der Einsatz von RNA als fiir mindestens ein 
Antigen codierende Nucleinsaure in der erfindungsgemaBen Vakzine bevorzugt Insbe- 
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sondere bringt RNA nicht die Gefahr mit sich, stabil in das Genom der transfizierten Zelle 
integriert zu werden. Des weiteren sind keine viralen Sequenzen, wie Promotoren, zur 
wirksamen Transkription, erforderlich. Dariiber hinaus wird RNA wesentlich einfacher in 
vivo abgebaut Wohl aufgrund der gegemiber DNA relativ kurzen Halbwertszeit von RNA 
5 im Blutkreislauf sind bisher keine anti-RNA-Antikorper nachgewiesen worden. 

Daher ist es erfindungsgemaB bevorzugt, wenn die fur mindestens ein Antigen codierende 
Nucleinsaure eine mRNA ist, welche einen fur das mindestens ein Peptid- oder Polypep- 
tid- Antigen codierenden Abschnitt enthalt 

10 

Im Vergleich zu DNA ist RNA in Losung allerdings wesentlich instabiler. Fiir die Instabi- 
lity sind RNA-abbauende Enzyme, sog. RNAasen (Ribonucleasen), verantwortlich. Selbst 
kleinste Verunreinigungen von Ribonucleasen reichen aus, um RNA in Losung vollstandig 
abzubauen. Derartige RNase-Verunreiriigungen konnen allgemein nur durch besondere 

15 Behandlungen, insbesondere mit Diethylpyrocarbonat (DEPC), beseitigt werden. Der na- 
turliche Abbau von mRNA im Cytoplasma von Zellen ist sehr fein reguliert. Diesbezuglich 
sind mehrere Mechanismen bekannt. So ist fur eine funktionale mRNA die endstandige 
Struktur von entscheidender Bedeutung. Am S'-Ende befindet sich die sogenannte "Cap- 
Struktur" (ein modifiziertes Guanosin-Nucleotid) und am 3'-Ende eine Abfolge von bis zu 

20 200 Adenosin-Nucleotiden (der sog. Poly-A-Schwanz). Uber diese Strukturen wird die 
RNA als mRNA erkannt und der Abbau reguliert. Dariiber hinaus gibt es weitere Prozes- 
se, die RNA stabilisieren bzw. destabilisieren. Viele diese Prozesse sind noch unbekannt, 
oftmals scheint jedoch eine Wechsehvirkung zwischen der RNA und Proteinen dafur 
maBgeblich zu sein. Bspw. wurde kiirzlich ein "mRNA-Surveillance-System" beschrieben 

25 (Hellerin und Parker, Ann. Rev. Genet 1999, 33: 229 bis 260), bei dem durch bestimmte 
Feedback-Protein-Wechselwirkungen im Cytosol unvollstandige oder Nonsense-mRNA 
erkannt und dem Abbau zuganglich gemacht wird, wobei ein Hauptteil dieser Prozesse 
durch Exonucleasen vollzogen wird. 

30 Daher ist es bevorzugt, sowohl die erfindungsgemaCe chemische modifizierte RNA als 
auch die gegebenenfalls in der Vakzine vorhandene, fur ein Antigen codierende RNA, 
insbesondere eine mRNA, gegeniiber dem Abbau durch RNasen zu stabilisieren. 
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Die Stabilisierung der chemisch modifizierten RNA und gegebenenfalls der fur mindestens 
ein Antigen codierenden mRNA kann dadurch erfolgen, dass die chemisch modifizierte 
RNA bzw. die gegebenenfalls vorhandene, fur das Antigen codierende mRNA mit einer 
5 kationischen Verbindung, insbesondere einer polykationischen Verbindung, bspw. einem 
(poly)kationischen Pepcid oder Protein, assoziiert bzw. komplexiert oder daran gebunden 
ist. Insbesondere ist dabei die Verwendung von Protamin als polykationischem, Nuclein- 
saure-bindenden Protein besonders wirksam. Des weiteren ist die Verwendung anderer 
kationischer Peptide oder Proteine, wie Poly-L-Lysin oder Histonen, ebenfalls moglich. 

10 Diese Vorgehensweise zur Stabilisierung der modifizierten mRNA ist in EP-A-1 083232 
beschrieben, deren diesbeziiglicher Offenbarungsgehalt in die vorliegende Erfindung voll- 
umfanglich eingeschlossen ist. Weitere bevorzugte kationische Substanzen, die zur Stabili- 
sierung der chemisch modifizierten RNA und/oder der gegebenenfalls in der erfindungs- 
gemaBen Vakzine enthaltenen mRNA verwendet werden konnen, schlieBen kationische 

15 Polysaccharide, bspw. Chitosan, ein. Die Assoziierung oder Komplexierung mit kationi- 
schen Verbindungen verbessert auch den Transfer der RNA-Molekiile in die zu behan- 
delnden Zellen bzw. den zu behandelnden Organismus. 

In den Sequenzen eukaryotischer mRNAs gibt es destabiHsierende Sequenzelemente 
20 (DSE), an welche Signalproteine binden und den enzymatischen Abbau der mRNA in vivo 
regulieren. Daher werden zur weiteren Stabilisierung der in der erfindungsgemaBen Vakzi- 
ne enthaltenen mRNA, insbesondere im fur das mindestens eine Antigen codierenden 
Bereich, ein oder mehrere Veranderungen gegeniiber dem entsprechenden Bereich der 
Wildtyp-mRNA vorgenommen, so dass keine destabilisierenden Sequenzelemente enthal- 
25 ten sind. Selbstverstandlich ist es erfindungsgemafi ebenfalls bevorzugt, gegebenenfaUs in 
den nicht-translatierten Bereichen (3'- und/oder S'-UTR) vorhandene DSE aus der 
mRNA zu eliminieren. Ebenfalls ist es hinsichtlich des erfindungsgemaBen immunstimu- 
lierenden Mittels bevomigt, dass die Sequenz der darin enthaltenen chemisch modifizier- 
ten RNA keine derartigen destabilisierenden Sequenzen aufweist 

30 

Beispiele der vorstehenden DSE sind AU-reiche Sequenzen ("AURES 11 ), die in 3 f -UTR- 
Abschnitten zahlreicher instabiler mRNA vorkommen (Caput et aL, Proc. NatL Acad. ScL 
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USA 1986, 83: 1670 bis 1674). Die in der erfindungsgemaCen Vakzine enthaltenen RNA- 
Molekiile sind daher vorzugsweise derart gegeniiber der Wildtyp-mRNA verandert, dass 
sie keine derartigen destabilisierenden Sequenzen aufweisen. Dies gilt auch fur solche Se- 
quenzmotive, die von moglichen Endonucleasen erkannt werden, bspw. die Sequenz 
5 GAACAAG, die im 3 1 UTR-Segment des fur den Transferin-Rezeptor codierenden Gens 
enthalten ist (Binder et aL, EMBO J. 1994, 13: 1969 bis 1980). Vorzugsweise werden auch 
diese Sequenzmotive aus den chemisch modifizierten RNA-Molekulen des erfindungsge- 
mafien immunstimulierenden Mittels bzw. aus der gegebenenfalls in der erfindungsgema- 
Ben Vakzine vorhandenen mRNA eliminiert 

10 

Auch die mRNA-Molekiile, welche in der erfindungsgemaBen Vakzine enthalten sein kon- 
nen, weisen bevorzugt eine S'-Cap-Struktur auf. Als Beispiele von Cap-Strukturen konnen 
wiederum m7G(5 , )ppp (5'(A i G(5')ppp(5 f )A und G(5')ppp(5')G genannt werden. Weiterhin 
kann auch die mRNA, wie oben hinsichtlich der chemisch modifizierten RNA erlautert, 
1 5 Analoga natiirlich vorkommender Nucleotide aufweisen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form der vorliegenden Erfindung enthalt 
die mRNA einen PolyA-Schwanz von mindestens 50 Nuclotiden, vorzugsweise mindes- 
tens 70 Nuclotiden, mehr bevorzugt mindestens 100 Nuclotiden, besonders bevorzugt 
20 mindestens 200 Nuclotiden. 

Fiir eine effiziente Translation der fur mindestens ein Antigen codierenden mRNA ist 
weiterhin eine wirksame Bindung der Ribosomen an die Ribosomen-Bindungsstelle (Ko- 
zak-Sequenz: GCCGCCACCAUGG, das AUG bildet das Startcodon) erforderlich. Dies- 
25 beziiglich ist festgestellt worden, dass ein erhohter A/U-Gehalt um diese Stelle herum eine 
effizientere Ribosomen-Bindung an die mRNA ermoglicht. 

Des weiteren ist es moglich, in die fiir mindestens ein Antigen codierenden mRNA eine 
oder mehrere sog. IRES (engl. "internal ribosomal entry side") einzufugen. Eine IRES 
30 kann so als alleinige Ribosomen-Bindungsstelle fungieren, sie kann jedoch auch zur Bereit- 
stellung einer mRNA dienen, die mehrere Peptide bzw. Polypeptide codiert, die unabhan- 
gig voneinander durch die Ribosomen translatiert werden sollen ^multicistronische 
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mRNA"). Beispiele erfindungsgemaB verwendbarer IRES-Sequenzen sind diejenigen aus 
Picornaviren (z.B. FMDV), Pestviren (CFFV), Polioviren (PV), Enzephalo-Myocarditis- 
Viren (ECMV), Maul-und-Klauenseuche-Viren (FMDV), Hepatids-C-Viren (HCV), Klas- 
sisches-Schweinefieber-Viren (CSFV), Murines -Leukoma- Virus (MLV), Simean- 
5 Immundefizienz-Viren (SIV) oder Cricket-Pararysis-Viren (CrPV). 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorligenden Erfindung weist die 
mRNA in den 5- und/oder 3'-nicht translatierten Bereichen Stabilisierungssequenzen auf, 
die befahigt sind, die Halbwertszeit der mRNA im Cytosol zu erhohen. 

10 

Diese Stabilisierungssequenzen konnen eine 1 00%ige Sequenzhomologie zu natiirlich vor- 
kommenden Sequenzen, die in Viren, Bakterien und Eukaryoten auftreten, aufweisen, 
konnen aber auch teilweise oder vollstandig synthetischer Natur sein. Als Beispiel fiir sta- 
bilisierende Sequenzen, die in der vorliegenden Erfindung verwendbar sind, konnen die 

1 5 nicht-translatierten Sequenzen (UTR) des p-Globingens, bspw. von Homo sapiens oder Xe- 
nopus /atvis, genannt werden. Ein anderes Beispiel einer Stabilisierungssequenz weist die 
allgemeine Formel (C/U)CCAN x CCC(U/A)Py x UC(C/U)CC auf, die im 3'UTR der sehr 
stabilen mRNA enthalten ist, die fur a-Globin, a-(T)-Collagen, 15-Iipoxygenase oder fur 
Tyrosin-Hydroxylase codiert (vgl. Holcik et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94: 2410 

20 bis 2414). Selbstverstandlich konnen derartige Stabilisierungssequenzen einzeln oder in 
Kombination miteinander als auch in Kombination mit anderen, einem Fachmann be- 
kannten Stabilisierungssequenzen verwendet werden. 

Zur weiteren Erhohung der Translationseffizienz der gegebenenfalls in der erfindungsge- 
25 maBen Vakzine enthaltenen mRNA kann der fiir das mindestens eine Antigen codierende 
Bereich (sowie jeder weitere gegebenenfalls enthaltene codierende Abschnitt) gegeniiber 
einer entsprechenden Wildtyp-mRNA folgende Modifikarionen aufweisen, die entweder 
alternativ oder in Kombination vorliegen konnen. 

30 Zum einen kann der G/C-Gehalt des fur das Pepcid oder Polypeptid codierenden Bereichs 
der modifizierten mRNA groBer sein als der G/C-Gehalt des codierenden Bereichs der fur 
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das Peptid oder Polypeptid codierenden Wildtyp-mRNA, wobei die codierte Aminosavire- 
sequenz gegenuber dem Wildtyp unverandert ist 

Diese Modifikation beruht auf der Tatsache, dass fur eine effiziente Translation einer 
5 mRNA die Sequenzabfolge des 2u translatierenden Bereichs der mRNA wesentlich ist 
Dabei spielt die Zusammensetzung und die Abfolge der verschiedenen Nucleotide eine 
groBe Rolle. Insbesondere sind Sequenzen mit erhohtem G(Guanosin)/C(Cytosin)-Gehalt 
stabiler als Sequen2en mit einem erhohten A(Adenosm)/U(UraciI)-Gehalt. Daher werden 
erfindungsgemaB unter Beibehaltung der translatierten Aminosaureabfolge die Codons 
10 gegenuber der Wildtyp-mRNA derart variiert, dass sie vermehrt G/C-Nucleotide beinhal- 
ten. Da mehrere Codons fur ein und dieselbe Aminosaure codieren (Degeneration des 
genetischen Codes), konnen die fur die Stabilitat gunstigsten Codons ermittelt werden 
(alternative Codonverwendung, engl. "codon usage 11 ). 

15 In Abhangigkeit von der durch die mRNA zu codierenden Aminosaure sind unterschiedli- 
che Moglichkeiten zur Modifikation der mRNA-Sequenz gegenuber der Wildtyp-Sequenz 
moglich. Im Fall von Aminosauren, die durch Codons codiert werden, die ausschlieBlich 
G- oder C- Nucleotide enthalten, ist keine Modifikation des Codons erforderlich. So er- 
fordern die Codons fur Pro (CCC oder CCG), Arg (CGC oder CGG), Ala (GCC oder 

20 GCG) und Gly (GGC oder GGG) keine Veranderung, da kein A oder U vorhanden ist. 

In folgenden Fallen werden die Codons, welche A-und/oder U-Nucleotide enthalten 
durch Substituieren anderer Codons, welche die gleichen Aminosauren codieren, jedoch 
kein A und/oder U enthalten, verandert Beispiele sind: 
25 Die Codons fur Pro konnen von CCU oder CCA zu CCC oder CCG verandert werden; 

die Codons fur Arg konnen von CGU oder CGA oder AGA oder AGG zu CGC oder 
CGG verandert werden; 

die Codons fur Ala konnen von GCU oder GCA zu GCC oder GCG verandert werden; 
die Codons fur Gly konnen von GGU oder GGA zu GGC oder GGG verandert werden. 
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In anderen Fallen kdnnen A bzw. U-Nucleotide zwar nicht aus den Codons eliminiert 
werden, es ist jedoch moglich, den A- und U-Gehalt durch Verwendung von Codons zu 
vermindern, die weniger A- und/oder U-Nucleotide enthalten. Zum Beispiel: 
Die Codons fiir Phe konnen von UUU zu UUC verandert werden; 
5 die Codons fur Leu konnen von UUA, CUU oder CUA zu CUC oder CUG verandert 
werden; 

die Codons fur Ser konnen von UCU oder UCA oder AGU zu UCC, UCG oder AGC 
verandert werden; 

das Codon fur Tyr kann von UAU zu UAC verandert werden; 
10 das Stop-Codon UAA kann zu UAG oder UGA verandert werden; 

das Codon fur Cys kann von UGU zu UGC verandert werden; 

das Codon His kann von CAU zu CAC verandert werden; 

das Codon fur Gin kann von CAA zu CAG verandert werden; 

die Codons fur He konnen von AUU oder AUA zu AUC verandert werden; 
15 die Codons fiir Thr konnen von ACU oder ACA zu ACC oder ACG verandert werden; 

das Codon fur Asn kann von AAU zu AAC verandert werden; 

das Codon fur Lys kann von AAA zu AAG verandert werden; 

die Codons fur Val konnen von GUU oder GUA zu GUC oder GUG verandert werden; 
das Codon fur Asp kann von GAU zu GAC verandert werden; 
20 das Codon fur Glu kann von GAA zu GAG verandert werden. 

Im Falle der Codons fur Met (AUG) und Trp (UGG) besteht hingegen keine Moglichkeit 
der Sequenzmodifikation. 

25 Die vorstehend aufgefuhrten Substitutionen konnen selbstverstandlich einzeln aber auch 
in alien moglichen Kombinationen zur Erhohung des G/C-Gehalts der modifizierten 
mRNA gegeniiber der urspriinglichen Sequenz verwendet werden. So konnen beispiels- 
weise alle in der urspriinglichen (Wildtyp-) Sequenz auftretenden Codons fiir Thr zu ACC 
(oder ACG) verandert werden. Vorzugsweise werden jedoch Kombinationen der vorste- 

30 henden Substitutionsmdglichkeiten genutzt, z.B.: 
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Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Thr codierenden Codons zu ACC 
(oder ACG) und Substitution aller urspriinglich fiir Ser codierenden Codons zu UCC ( 
oder UCG oder AGC); 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fiir He codierenden Codons zu AUC und 
5 Substitution aller urspriinglich fur Lys codierenden Codons zu AAG und Substitution aller 
urspriinglich fur Tyr codierenden Codons zu UAC; 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Val codierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller urspriinglich fur Glu codierenden Codons zu GAG 
und Substitution aller urspriinglich fur Ala codierenden Codons zu GCC (oder GCG) und 

10 Substitution aller urspriinglich fur Arg codierenden Codons zu CGC (oder CGG); 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fiir Val codierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller urspriinglich fur Glu codierenden Codons zu GAG 
und Substitution aller urspriinglich fiir Ala codierenden Codons zu GCC (oder GCG) und 
Substitution aller urspriinglich fur Gly codierenden Codons zu GGC (oder GGG) und 

1 5 Substituion aller urspriinglich fur Asn codierenden Codons zu AAC; 

Substitution aller in der urspriinglichen Sequenz fur Val codierenden Codons zu GUC 
(oder GUG) und Substitution aller uspriinglich fur Phe codierenden Codons zu UUC und 
Substitution aller urspriinglich fur Cys codierenden Codons zu UGC und Substitution aller 
urspriinglich fiir Leu codierenden Codons zu CUG (oder CUQ und Substitution aller 

20 urspriinglich fiir Gin codierenden Codons zu CAG und Substitution aller urspriinglich fur 
Pro codierenden Codons zu CCC (oder CCG); 
usw. 

Vorzugsweise wird der G/C-Gehalt des fiir das antigene Peptid bzw. Polypeptid codieren- 
25 den Bereichs (bzw. jedes anderen gegebenen falls vorhandenen weiteren Abschnitts) der 
mRNA urn mindestens 7%-Punkte, mehr bevorzugt urn mindestens 15%-Punkte, beson- 
ders bevorzugt urn mindestens 20%-Punkte gegemiber dem G/C-Gehalt des codierten 
Bereichs der fiir das entsprechende Peptid bzw. Polypeptid codierenden Wildtyp-mRNA 
erhoht 
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Besonders bevorzugt ist es in diesem Zusammenhang, den G/C-Gehalt der derart modifi- 
zierten mRNA, insbesondere im fur das mindestens eine antigene Peptid bzw. Polypeptid 
codierenden Bereich, im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz maximal zu erhohen. 

5 Eine weitere bevorzugte Modifikation einet gegebenenfalls in der vorliegenden Erfindung 
gekennzeichneten Vakzine enthaltenen mRNA beruht auf der Erkennmis, dass die Trans- 
Iationseffizienz auch durch eine unterschiedliche Haufigkeit im Vorkommen von tRNAs 
in Zellen bestimmt wird. Sind daher in einer RNA-Sequenz vermehrt sogenannte "seltene" 
Codons vorhanden, so wird die entsprechende mRNA deutlich schlechter translatiert als 
10 in dem Fall, wenn fur relariv "haufige" tRNAs codierende Codons vorhanden sind. 

Somit wird erfindungsgemaB in der mRNA (welche in der Vakzine enthalten sein kann), 
der fur das Antigen (d.h. das antigen wirksame Peptid bzw. Polypeptid) codierende Be- 
reich gegeniiber dem entsprechenden Bereich der Wildtyp-mRNA derart verandert, dass 
15 mindestens ein Codon der Wildtyp-Sequenz, das fik eine in der Zelle relativ seltene tRNA 
codiert, gegen ein Codon ausgetauscht, das fur eine in der Zelle relativ haufige tRNA co- 
diert, welche die gleiche Aminosaure tragt wie die relativ seltene tRNA. 

Durch diese Modifikation werden die RNA-Sequenzen derart modifiziert, dass Codons 
20 eingefugt werden, fur die haufig vorkommende tRNAs zur Verfugung stehen. 

Welche tRNAs relativ haufig in der Zelle vorkommen und welche demgegenuber relativ 
selten sind, ist einem Fachmann bekannt; vgl. bspw. Akashi, Curr. Opin. Genet Dev. 
2001,11(6): 660-666. 

25 

Durch diese Modifikation konnen erfindungsgemaB alle Codons der Wildtyp-Sequenz, die 
fur eine in der Zelle relativ seltene tRNA codieren, jeweils gegen ein Codon ausgetauscht 
werden, das fur eine in der Zelle relativ haufige tRNA codiert, welche jeweils die gleiche 
Aminosaure tragt wie die relariv seltene tRNA. 

30 

Besonders bevorzugt ist es, den in der wie vorstehend beschriebenen mRNA erhohten, 
insbesondere maximalen, sequenziellen G/C-Anteil mit den "haufigen 11 Codons zu ver- 



WO 2004/004743 



PCT/EP2003/007175 



18 

kniipfen, ohne die Aminosauresequenz des durch den codierenden Bereich der mRNA 
codierten antigenen Peprids bzw. Polypeptids (ein oder mehrere) zu verandern. Diese be- 
vorzugte Ausfuhrungsform stellt eine besonders effizient transkrierte und stabilisierte 
mRNA fur die erfindungsgemaBe Vakzine bereit 

5 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemaBe iirmiunstimulierende Mittel neben der che- 
misch modifizierten RNA sowie die erfindungsgemaBe Vakzine neben dem immunstimu- 
lierenden Mittel einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/ oder ein pharmazeurisch 
vertragliches Vehikel. Entsprechende Wege zur geeigneten Formulierung und Herstellung 

1 0 des erfindungsgemaBen immunstimulierenden Mittels und der Vakzine sind bei "Reming- 
ton's Pharmaceutical Sciences" (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980) offenbart, das vollin- 
haltlich Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Erfindung ist. Fiir die parenterale 
Verabreichung kommen als Tragerstoffe bspw. steriles Wasser, sterile Kochsalzlosungen, 
Polyalkylenglykole, hydrogenierte Naphthalene und insbesondere biokompatible Lacridpo- 

15 lymere, Lactid/Glycolidcopolymer oder Polyoxyethylen-/Polyoxypropylencopolymere in 
Betracht ErfindungsgemaBe immunstimulierende Mittel und Vakzine konnen Fullsub- 
stanzen oder Substanzen, wie Lactose, Mannitol, Substanzen zur kovalenten Arikniipfung 
von Polymeren, wie z.B. Polyethylenglykol an erfindungsgemaBe antigene Haptene, Pepti- 
de oder Polypeptide, Komplexierung mit Metallionen oder Einschluss von Materialien in 

20 oder auf besondere Praparationen von Polymerverbindungen, wie z.B. Polylactat, Polygly- 
kolsaure, Hydrogel oder auf Iiposomen, Mikroemulsion, Micellen, unilamellare oder mul- 
tilamellare Vesikel, Erythrozyten-Fragmente oder Spharoblasten, enthalten. Die jeweiligen 
Ausfuhrungsformen des irnmunstLmulierenden Mittels und der Vakzine werden abhangig 
vom physikalische Verhalten, beispielsweise in Hinblick auf die Loslichkeit, die Stabilitat, 

25 Bioverrugbarkeit oder Abbaubarkeit gewahlt KontroUierte oder konstante Freisetzung der 
erfindungsgemaBen Wirkstoffkomponenten in der Vakzine bzw. im immunstimulierenden 
Mittel schlieBt Formulierungen auf der Basis lipophiler Depots ein (z.B. Fettsauren, Wach- 
se oder Ole). Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden auch Beschichtungen erfin- 
dungsgemaBer irnmunstimulierender Substanzen und Vakzinsubstanzen oder - 

30 zusarnmensetzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen mit Polyme- 
ren offenbart (z.B. Polyoxamere oder Polyoxamine). Weiterhin konnen erfindungsgemaBe 
immunstimulierende bzw. Vakzinsubstanzen oder -zusarnmensetzungen protektive Be- 
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schichtungen, z.B. Proteaseinhibitoren oder Petmeabilitatsveistaxker, aufweisen. Bevor- 
zugte Trager sind typischerweise wassrige Tragermaterialien, wobei Wasser zur Injektion 
(WFI) oder Wasser, gepuffert mit Phosphat, Citrat, HEPES oder Acetat usw. verwendet 
wird, und der pH typischerweise auf 5,0 bis 8,0, vorzugsweise 6,5 bis 7,5, eingestellt wird. 
5 Der Trager bzw. das Vehikel wird zusatzlich vorzugsweise Salzbestandteile enthalten, z.B. 
Natriumchlorid, Kaliumchlorid oder andere Komponenten, welche die Losung bspw. iso- 
tonisch machen. Wdterhin kann der Trager bzw. das Vehikel neben den vorstehend ge- 
nannten Bestandteilen zusatzliche Komponenten, wie humanes Serumalbumin (HSA), 
Polysorbat 80, Zucker oder Aminosauren, enthalten. 

10 

Die Art und Weise der Verabreichung und die Dosierung des erfindungsgemaBen immun- 
stimulierenden Mittels und der erfindungsgemaBen Vakzine hangen von der Art der zu 
bekampfenden Erkrankung, ggf. deren Stadium, dem Antigen (bei der Vakzine) wie auch 
dem Korpergewicht, dem Alter und dem Geschlecht des Patienten ab. 

15 

Die Konzentration der chemisch modifizierten RNA wie auch der gegebenenfalls in der 
Vakzine enthaltenden codierenden Nucleinsaure in derartigen Formulierungen kann daher 
innerhalb eines weiten Bereichs von 1 ug bis 100 mg/ml variieren. Das erfindungsgemaBe 
irnmunstimulierende Mittel als auch die erfindungsgemaBe Vakzine werden vorzugsweise 
20 parenteral, bspw. intravenos, intraarteriell, subkutan, intramuskular, dem Patienten verab- 
reicht. Ebenso ist es moglich, das irnmunstimulierende Mittel oder die Vakzine topisch 
oder oral zu verabreichen. 

Somit wird erfindungsgemaB auch ein Verfahren zur Pravention und/oder Behandlung 
25 der vorstehend genannten Erkrankungen bereitgestellt, welches das Verabreichen des er- 
findungsgemaBen immunstimulierenden Mitttel oder der erfindungsgemaBen Vakzine an 
einen Patienten, insbesondere an einen Menschen, umfasst. 

Die Figuren zeigen: 

30 

Fig. 1 zeigt Ergebnisse zur Stimulation der Reifung von dendritischen Zellen (DQ der 
Maus durch erfindungsgemaBe chemisch modifizierte RNA im Vergleich mit mRNA, mit 
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Protamin assoziierter mRNA und DNA. DC der Maus wurden mit 10 ug/ml mRNA 
(pp65 fur pp65-mRNA, (5-Gal fur P-Galaktosidase-mRNA), durch Protamin stabilisierte 
mRNA (Protamin+pp65, Protamin+p-Gal), DNA (CpG DNA 1668, DNA 1982 und 
CpG DNA 1826) sowie PhosportHoat-modifizierte RNA (RNA 1668, RNA 1982 und 
5 RNA 1826) stimuliert und die DC-Aktivierung durch Messung der Freisetzung von IL-12 
(Fig. 1 A) und IL-6 (Fig. IB) mittels Cytokin-ELISA bestimmt. Als Negarivkontrollen dien- 
te in beiden Versuchsreihen jeweils Medium ohne Nucleinsaureproben sowie Medium mit 
zugesetztem Protamin. Als Positiwergleich wurde Lipopolysaccharid (LPS) verwendet. 
Die Oligodesoxyrebonucleotide (ODN) CpG DNA 1668 und CpG DNA 1826 enthalten 

10 jeweils ein CpG-Motiv. Von derartigen ODN ist bekannt, dass sie eine Stimulation von 
DC hervorrufen (vgl. US-Patent 5,663,153). Das ODN DNA 1982 weist die gleiche Se- 
quenz wie CpG DNA 1826 auf, mit der Ausnahme, dass durch einen Austausch von C 
nach G das CpG-Motiv entfernt wurde. Die durch Phosphorthioat-Modifizierung stabili- 
sierten erfindungsgemaBen Oligoribonucleotide CpG RNA 1668, RNA 1982 und CpG 

15 RNA 1826 entsprechen in ihrer Sequenz den vorstehend genannten Vergleichs-ODN der 
jeweiligen Erkennungsziffer. Im Vergleich zu normaler mRNA zeigen die Protamin- 
stabilisierten mRNA-Spezies nur eine schwache Aktivierung der DC. Eine im Vergleich 
dazu sehr viel starkere Interleukin-Freisetzung wird jedoch in beiden Experimenten durch 
die erfindungsgemaBen Phosphorthioat-modifizierten Oligoribonucleotide hervorgerufen, 

20 deren Werte mit demjenigen der Positivkontrolle (LPS) vergleichbar sind. Im Vergleich zu 
Protamin-assoziierter mRNA ergibt sich bei der Stimulation durch Phosphorthioat- 
modifizierte Oligoribonucleotide eine mehr als verdoppelte Freisetzung von IL-12 bzw. 
IL-6. Diese uberraschend starke Interleukin-Freisetzung aufgrund der erfindungsgemaBen 
Oligoribonucleotide ist zudem unabhangig von CpG-Motiven, wie der Vergleich des er- 

25 findungsgemafien Phosphorthioat-modifizierten Oligoribonucleotids RNA 1982 mit dem 
entsprechenden ODN DNA 1982 zeigt. Das ODN DNA 1982 ruft keine Interleukin- 
Freisetzung bei den DC hervor, wahrend RNA 1982 eine Interleukin-Freisetzung bewirkt, 
die im Falle von IL-12 mit der Positivkontrolle LPS vergleichbar ist und bei IL-6 diese 
sogar ubersteigt 

30 

Fig. 2 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Expression eines Oberflachenaktivie- 
rungsmarkers (CD86) bei DC, die mit den Proben, wie zuvor bei Fig. 1 beschrieben, be- 
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handelt wurden. Zur Bestimmung der CD86-Expression wurde 3 Tage nach der Behand- 
Iving der DC mit den angegebenen Proben ein Teil der DC mit einem anti-CD86- 
spezifischen monoklonalen Antikorper markiert und der Prozentanteil der CD86- 
exprimierenden Zellen mittels DurchfluBcytometrie bestimmL Eine signifikante CD86- 
5 Expression wird nur bei den Vergleichs-ODN, die ein CpG-Motiv aufweisen, und den 
erfindungsgemaBen Phosphorthioat-modifizierten RNA-Spezies beobachtet Samtliche 
Werte der Nucleinsaurestimulanzien lagen jedoch deutlich unterhalb der Positivkontrolle 
(LPS). Des weiteren bestatigt die CD86-Bestimmung, dass die durch erfindungsgemaBe 
Phosphorthioat-modifizierte RNA hervorgerufene DC-Aktivierung im Gegensatz zu 
10 DNA-Spezies unabhangig von CpG-Motiven ist: Wahrend das CpG-freie ODN DNA 
1982 keine CD86-Expression hervorruft, wird beim entsprechenden Phosporthioat- 
modifizierten Oligoribonucleorid RNA 1982 bei 5% der DC eine CD86-Expression nach- 
gewiesen. 

15 Fig. 3 zeigt die Ergebnisse eines AUoreaktionstest unter Verwendung von DC, die in 
vitro mit den auf der x-Achse angegebenen Proben (vgl. auch Fig. 1) aktrviert wurden. 3 
Tage nach der Stimulation wurden die DC zu frischen Milzzellen aus einem allogenen 
Tier gegeben und sechs Tage spater in einem Cytotoxizitatstest verwendet, bei dem die 
Freisetzung von 51 Cr bei Zielzellen (P 815) im Vergleich zu Kontrollzellen (EL 4) gemes- 

20 sen wurde. Die Ziel- bzw. Kontrollzellen wurden in einer konstanten Menge ausplattiert 
und dann 4 Stunden mit jeweils drei verschiedenen Verdunnungen der mit den DC cokul- 
tivierten Milzzellen (Effektorzellen) inkubiert, so dass sich ein Verhaltnis von Effektorzel- 
len (E) zu Zielzellen (bzw. Kontrollzellen) (I) von 41:1, 9:1 bzw. 2:1 ergab. Auf der y- 
Achse ist die spezifische Abtotung in Prozent angegeben, die wie folgt berechnet wird: 

25 [(gemessene freigesetzte Radioaktivitat - spontan freigesetzte Radioaktivitat) / (maximale 
Freisetzung von Radioaktivitat - spontan freigesetzte Radioaktivitat)] x 100. Mit Protamin 
assoziierter P-Galaktosidase-mRNA stimulierte DC vermogen bei der geringsten Verdiin- 
nung nur eine 20%ige spezifische Abtotung von Zielzellen durch die Effektorzellen her- 
vorzurufen. Durch Phosphorthioat-modifiziertes Oligoribonucleotid stimulierte DC be- 

30 wirken demgegeniiber bei der geringsten Verdunnung eine fast 60%ige, also etwa verdrei- 
fachte, spezifische Abtotung der Zielzellen durch die Effektorzellen. Dieser Wert ist ver- 
gleichbar mit dem der Positivkontrolle (LPS) und einem ein CpG-Motiv enthaltenden 
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Vergleichs-ODN (CpG DNA 1668). Demgegenuber ist ein ODN ohne CpG-Motiv 
(DNA 1982) inaktiv, was die Ergebnisse aus den vorhergehenden Experimenten gemaB 
Fig. 1 und Fig. 2 bestatigt pp65-mRNA (ohne Protamin), P-Galaktosidase-mRNA (ohne 
Protamin) sowie Protamin und Medium alieine bewirken keine spezifische Abtotung. 

5 

Fig. 4 zeigt Ergebnisse zur Stimulation der Reifung von dendritischen Zellen (DC) von 
B6-Mausen im Vergleich zu MyD88-Knock-Out-Mausen durch erfindungsgemaBe che- 
misch modifizierte Oligoribonucleotide und Vergleichs-ODN. Als Negativkontrolle diente 
die Stimulation nur mit Medium. Die Stimulation erfolgte, wie zuvor bei Fig. 1 beschrie- 

10 ben, und die DC-Aktivierung wurde durch Messung der Freisetzung von IL-12 (Fig. 4A) 
und IL-6 (Fig. 4B) mittels Cytokin-ELISA bestimmt In Fig. 4A ist auf der y-Achse die IL- 
12-Konzentration in ng/ml aufgetragen, wahrend in Fig. 4B auf der y-Achse die Absorpti- 
on bei 405 nm (Absorptionsmaximum des Nachweisreagenz) aufgetragen ist, was der In- 
terleukin-Konzentration direkt proportional ist In MyD88-Mausen ist das Protein 

15 MyD88, ein Protein aus der Signalkaskade der sog. "toll-like receptors" (TLR), ausgeschal- 
tet. Von TLR-9 ist bspw. bekannt, dass er die Aktivierung von DC durch CpG-DNA ver- 
mittelt DC von B6-Wildtyp-Mausen werden durch die erfindungsgemaBen Phosphorthio- 
at-modifizierten Oligoribonucleotide CpG RNA 1688 und RNA 1982 sowie erwartungs- 
gemaB durch das Vergleichs-ODN CpG DNA 1668 aktiviert Das ODN DNA 1982 (oh- 

20 ne CpG-Motiv) ist wiederum unwirksam. Im Gegensatz dazu kann keine der Proben eine 
nennenswerte Freisetzung von IL-12 oder 11-6 bei DC aus MyD88-Mausen hervorrufen. 
Daher scheint MyD88 zur Aktivierung von DC durch die erfindungsgemaBen chemisch 
modifizierten Oligoribonucleotide und durch CpG-ODN erforderlich zu sein. 

25 Fig. 5 zeigt Ergebnisse der Stimulation von DC durch das erfindungsgemaBe chemisch 
modifizierte Oligoribonucleotid RNA 1982 und zwei Vergleichs-ODN, die vor dem Ein- 
satz zur DC-Aktivierung fur 2, 26 oder 72 h bei 37°C mit Medium inkubiert wurden, das 
nicht RNase-frei war. Zum Vergleich wurde jeweils eine Probe ohne vorherige Inkubation 
verwendet (t=0). Die mit "1:1" gekennzeichneten Proben waren gegeniiber den jeweils 

30 anderen Proben 1:1 mit Puffer verdiinnt Die DC-Aktivierung wurde wiederum durch 
Bestimmung der Freisetzung von IL-12 (Fig. 5A) und IL-6 (Fig. 5B) mittels Cytokin- 
ELISA gemessen. Die DC-Aktivierung durch CpG-DNA ist von einer vorherigen Inkuba- 
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tion mit Medium unabhangig. ErwartungsgemaB fiihit das Vergleichs-ODN ohne CpG- 
Motiv zu keiner Intedeukin-Freisetzung. Beim erfindungsgemaBen Oligoribonucleotid 
RNA 1982 wird ohne Inkubation mit Medium (t=0) eine deutliche Interleukin-Freisetzung 
gcmessen. Bereits nach 2 h Inkubation bei 37°C mit nicht-RNase-fxeiem Medium wird 
5 beim Stimulationsversuch mit dem erfindungsgemaBen Oligoribonucleotid keine nen- 
nenswerte Interleukin-Freiset2ung mehr beobachtet. 

Fig. 6 zeigt das Ergebnis eines ahnlichen Exp erim ents, wie es in Fig. 5B dargestellt wird, 
jedoch wurde ein genauerer zeitlicher Verlauf der Auswirkung des RNA-Abbaus auf die 

10 DC-Stimulation aufgenommen: Das erfindungsgemaBe chemisch modifizierte Oligoribo- 
nucleotid RNA 1982 wurde wiederum zur Stimulation von DC verwendet und die Aktivie- 
rung der DC durch die Messung der IL-6-Freisetzung bestimmt. Vor der Stimulation wur- 
de das Oligoribonucleotid fur 15, 30 45 oder 60 min, wie vorstehend bei Fig. 5 beschrie- 
ben, mit nicht-RNase-freiem Medium inkubiert Als Vergleich diente wieder eine nicht mit 

15 dem Medium inkubierte Probe (t=0). Als Positivkontrolle wurde das ODN CpG DNA 
1668 sowie als Negativkontrolle Medium allein verwendet Ohne vorherige Inkubation mit 
nicht-RNase-freiem Medium ergibt sich wieder eine starke DC-Aktivierung durch die er- 
findungsgemaBe chemisch modifizierte RNA, wie die IL6-Konzentration von uber 5 
ng/ml belegt Dieser Wert sinkt innerhalb einer Stunde Inkubation unter RNA- 

20 Degradationsbedingungen auf etwas uber 2 ng/ml ab. Dies zeigt, dass die chemisch modi- 
fizierte RNA unter physiologischen Bedingungen zwar sehr viel schneller als DNA-Spezies 
abgebaut wird, die Halbwertszeit jedoch offensichtlich ausreichend kng ist, damit die er- 
findungsgemaBe immunstimulierende Wirkung entfaltet werden kann. 

25 Fig. 7 zeigt Ergebnisse zur Stimulation der Proliferation von B-Zellen der Maus mit 
erfindungsgemaBen Phosphorthioat-modifizierten Ribonucleotiden (CpG RNA 1668, 
CpG RNA 1826 und RNA 1982) im Vergleich zu DNA-Spezies (mit CpG-Motiv: CpG 
DNA 1668 und CpG DNA 1826; ohne CpG-Motiv: DNA 1982). Als Kontrolle diente 
Medium allein ohne Nucleinsaure-Probe. ODN mit CpG-Motiv fuhren mit fast 90 % pro- 

30 liferierenden B-Zellen zu einer sehr starken B-Zell-Proliferation. Auch das ODN DNA 
1982 (ohne CpG-Motiv), welches sich hinsichtlich der DC-Stimulation als inaktiv erwiesen 
hat (vgl. Fig. 1 bis 5) rief eine moderate B-Zell-Proliferation (fast 20 % proliferierende 
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Zellen) hervor. Im Gegensatz dazu fuhrte die Stimulation der B-ZeUen durch die erfin- 
dungsgemafien chemisch modifizietten Oligonbonucleotide zu einem Prozentanteil proli- 
ferierender B-ZeUen, der im Bereich oder sogai unterhalb der Negativkontrolle (in jedem 
Fall < 10% proliferierende Zellen) liegt. 

5 

Fig. 8 zeigt Ergebnisse einer Untersuchung in vivo zur Auswirkung von erfindungsge- 
maBer chemisch modifizierter RNA im Vergleich mit DNA auf die Milz von Mausen. Die- 
sen wurde die jeweilige Nucleinsaure-Spezies zusammen mit einem Antigengemisch (Pep- 
tid TPHARGL ("TPH") + B-Galaktosidase ("P-Gal") subkutan injiziert Nach 10 Tagen 

10 wurden die Milzen der Mause entoommen und gewogen. Auf der y-Achse ist das Milz- 
Gewicht in g aufgetragen. Die Balken zeigen jeweils den Mittehvert von zwei unabhangi- 
gen Experimenten. Wahrend das Milz-Gewicht bei den mit erfindungsgemaCer chemisch 
modi&zierter RNA + Antigengemisch behandelten Mausen gegeniiber der Kontrolle 
(PBS) mit etwa 0,08 g unverandert ist, zeigt sich bei Mausen, denen DNA + Antigenge- 

15 misch injiziert wurde, eine ausgepragte SplenomegaUe, was sich in einem durchschnittli- 
chen Gewicht der Milz von iiber 0,1 g zeigt 

Die folgenden Beispiele erlautem die vorhegende Erfindung naher, ohne sie einzuschran- 
ken. 



20 



25 



Beispiele 

Zur Ausfuhrung der nachstehenden Beispiele wurden die folgenden Materialien und Me- 
thoden verwendeC 

1 . Zellkultur 



Dendritische Zellen (DQ wurden durch Ausspulen des Hinterbeinknochenmarks von 
BLAB/c-, B6- oder MyD88-Knock-Out-Mausen mit Medium, Behandlung mit Gey'scher 
30 Losung (zur Lyse der roten BlutzeUen) und Filtration durch ein Zellsieb erhalten. Die Zel- 
len wurden dann fur 6 Tage in IMDM, enthaltend 10 % Hitze-inaktiviertes fotales Kalber- 
serum (FCS; von PAN), 2 mM L-Glutamin (von Bio Whittaker), 10 mg/ml Streptomycin, 
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10 U/ml Penicillin (PEN-STREP, von Bio Whittaker) und 51 U/ml GM-CFS (im Folgen- 
den als "Komplettmedium" bezeichnet), in Kulturplatten mit 24 Verriefungen kultiviert. 
Nach zwei bzw. vier Tagen wurde das Medium jeweils entfernt und ein aquivalentes Vo- 
lumen von fidschem Medium, welches die vorstehend angegebene Konzentration an GM- 
5 CFS enthielt, wurde zugegeben. 

2. Aktivierung der DC 

10 Nach 6 Tagen wuxden die DC in eine Kulturplatte mit 96 Verriefungen uberfuhrt, wobei 
in jede Vertiefung 200.000 Zellen in 200 Komplettmedium gegeben wurden. Die Nuc- 
leinsaureproben (DNA, chemisch modiSzierte RNA, mRNA oder Protarnin-stabilisierte 
RNA) wurden bei einer Konzentration von 10 ug/ml hinzugefiigt 

15 3. RNA-Abbaubedingung en 

Es wurden jeweils 5 |il der entsprechenden Nucleinsaureproben (2 ng/ul DNA, nicht- 
modifizierte RNA oder erfindungsgemaii chemisch modifizierte RNA) in 500 ul Kom- 
plettmedium und fur 2, 26 oder 72 h bzw. 15, 30, 45 oder 60 min bei 37°C inkubiert Als 
20 Kontrolle diente eine nicht inkubierte Probe (t=0). AnschlieBend wurden DC mit den 
Proben, wie unter vorstehendem Punkt 2. beschrieben, stimuliert 

4. Cytokin-ELISA 

25 17 Stunden nach der Zugabe der jeweiligen Stimulans wurden 100 (xl des Uberstands ent- 
femt und 100 |il fxisches Medium zugegeben. ELISA-Platten (Nunc Maxisorb) wurden 
iiber Nacht mit Fangerantikorpern (Pharmingen) in Bindungspuffer (0,02% NaN 3 , 15 mM 
NajCOj, 15 mM NaHC0 3 , pH 9,7) beschichtet Unspezifische Bindungsstellen wurden 
mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS), enthaltend 1% Rinderserumalbumin (BSA), 

30 abgesattigt. Danach wurden jeweils in eine so behandelte Vertiefung 100 ^1 des jeweiligen 
Zellkulturuberstands gegeben und 4 Stunden bei 37° C inkubiert Biotinylierter Antikorper 
wurde nach 4 Waschschritten mit PBS, enthaltend 0,05% Tween-20, zugegeben. Die 
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Nachweisreaktion wurde durch Zugabe von Stteptavidin-gekoppelter Rettichperoxidase 
(HRP-Streptavidin) und dem Substrat ABTS (Messung der Absorption bei 405 nm) gestar- 
tet 

5 5. DurchfluBcytometrie 

Zur Ebfarb-DurchfluBcytometrie wurden 2 x 10 5 Zellen fur 20 Minuten bei 4° C in PBS, 
enthaltend 10% FCS, mit FITC-konjugiertem, monoklonalem anti-CD86-Antik6rper (Bec- 
ton Dickinson) bei geeigneter Konzentration inkubiert. Nach zweimaligem Waschen und 
10 Fixierung in 1% Formaldehyd wurden die Zellen mit einem FACScalibur- 
Durchfluficytorneter (Becton Dickinson) und der CeUQuestPro-Software analysiert 

6. Alloreaktionstest durch M Cr-Freiset2ung 

1 5 MilzzeUen von B6-Mausen (C57bl6, H-2 d -Haplotyp) wurden mit den gemaB vorstehendem 
Punkt 2. stimulierten DC von BLAB/c-Mausen (H-2 d -Haplotyp) in einem Verhaltnis von 
1:3 fur 5 Tage inkubiert und als Effektorzellen verwendet. 

Jeweils 5.000 EL-4-Zellen (als Kontrolle) bzw. P815-Zellen (als Zielzellen) wurden in Plat- 
20 ten mit 96 Vertiefungen in IMDM mit 10% FCS kultiviert und fur eine Stunde mit 51 Cr 
beladen. Die 5t Cr-markierten Zellen wurden mit den Effektorzellen fur 5 Stunden inku- 
biert (Endvolumen 200 ul). Es wurden jeweils 3 verschiedene Verhaltnisse von Effektor- 
bzw. Kontrollzellen zu Zielzellen (E/1) untersucht: E/T = 41, 9 oder 2. Zur Bestimmung 
der spezifischen Abtotung wurden 50 ul des Uberstands abgenommen und die Radioakti- 
25 vitat unter Verwendung einer Festphasen-Szintillationsplatte (Luma Plate-96, Packard) und 
einem Szintillationszahler fur Microtiterplatten (1450 Microbeta Plus) gemessen. Der Pro- 
zentanteil der 51 Cr-Freisetzung wurde anhand der Menge des in das Medium freigesetzten 
51 Cr (A) bestimmt und mit der spontanen 51 Cr-Freisetzung von Zielzellen (B) und dem 
51 Cr-Gesamtgehalt von Zielzellen (Q, die mit 1% Triton-X-100 lysiert wurden, verglichen, 
30 wobei sich die spezifische Abtotung aus der folgenden Formel ergibt % Abtotung = [(A - 
B)/(C-B)]xl00. 
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7. B-ZeU-Proliferationstest 

Frische Milzellen einer Maus wuxden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und in einer 
Konzentration von 1 x 10 7 Zellen/ml in PBS aufgenommen. Es wurde CSFE (FITC- 
5 maikiert) in einer Endkonzentration von 500 nM zugegeben und fur 3 Minuten inkubiert 
AnschlieBend wurde zweimal mit Medium gewaschen. Es wurde jeweils eine ungefarbte 
und eine gefarbte Probe im DurchfluBcytometer (FACScalibur; Becton Dickinson) unter- 
sucht. Zu 200.000 Zellen/Vertiefung einer Kulturplatte mit 96 Vertiefungen (U-formiger 
Boden) in 200 ul Medium wurde CpG DNA oder RNA in einer Konzentration von 10 
10 Mg/ 111 ! gegeben. An Tag 4 nach der Stimulation wurden die Zellen mit B220 CyChrome 
und CD 69 PE gefarbt und im FACS analysiert. 

*L In wiw-Untetsuchung zur Splenomegalie 

15 50 ug chemisch modifizierte RNA oder Vergleichs-ODN wurden subkutan mit einem 
Antigengemisch (100 ug Peptid TPHARGL + 100 ug p-Galaktosidase) in jeweils 200 ul 
PBS in BALB/c-Mause (fur jede Probe wurden zwei Mause verwendet) injiziert Nach 10 
Tagen wurden die Milzen der Mause entnommen und gewogen. 

20 9. Sequenzen der verwendeten Nucleinsauren 

Oligodesoxyribonucleotide (ODN): 

CpG DNA 1 668: S'-TCCATGACGTCCCTGATGCT-y 
25 CpG DNA 1 826: 5 , -TCCATGACGTTCCTGACGT^-3 , 
DNA 1 982: 5 , -TCCAGGACT^CTCTCAGGT^-3 , 

Oligoribonucleotide (Phosporthioat-modifiziert): 

30 CpG RNA 1 668: 5 , -UCCAUGACGUUCCUGAUGCU-3 > 
CpG RNA 1 826: S'-UCCAUGACGUUCCUGACGUU-y 
RNA 1982: 5 , -UCCAGGACUUCUCUCAGGUU-3 > 



WO 2004/004743 



PCT/EP2003/007175 



28 

Beispiel 1 

Um das Vermogen verschiedener Nucleinsaure-Spezies zur Stimulation der Reifung von 
5 DC zu bestimmen, wurden DC aus BALB/c-Mausen gewonnen und mit den unter vor- 
stehendem Punkt 6 angegebenen Oligonucleotiden behandelt Als weitere Proben wurde 
jeweils mittels Protamin stabilisierte P-Galaktosidase-mRNA und pp65-RNA verwendet. 
Mittels ELISA wurde die Freisetzung von IL-12 bzw. IL-6 durch die stimulierten DC be- 
stirnmt Die Stimulierung von DC mittels Protamin-assoziierter mRNA ergab eine schwa- 

10 che Interleukin-Freisetzung. Im Gegensatz dazu war die durch die erfindungsgemaBen 
Phosphorthioat-modifizierten RNA-Spezies hervorgerufene Interleukin-Freisetzung er- 
heblich groBer und war sogar mit der PosirivkontroUe (Stimulation durch LPS) vergleich- 
bar (Fig. 1A und IB). Die Vergleichs-ODN, die ein CpG-Motiv enthielten, zeigten eine 
erwartete Interleukin-Freisetzung durch die DC, wobei jedoch die Interleukin-Freisetzung 

15 gegenuber dem Wert, der durch die erfindungsgemaBe RNA-Spezies entsprechender Se- 
quenz bewirkt wurde, deutlich geringer war (Fig. 1 A und IB). 

Um die mittels Cytokin-ELISA demonstrierte Induktion der Reifung der DC zu bestati- 
gen, wurde mittels DurchfluBcytometrie die Expression eines fur reife DC spezifischen 
20 Oberflachenmarkers (CD86) bestimmt ErfindungsgemaBe Phosphorthioat-modifizierte 
RNA-Spezies, nicht jedoch mRNA oder Protamin-assoziierte mRNA, konnten eine deutli- 
che CD86-Expression hervorrufen (Fig. 2). 

Beispiel 2 

25 

Des weiteren wurde untersucht, ob die durch die chemisch modifizierten, immunstimulie- 
rend wirksamen RNA-Spezies aktivierten DC in der Lage sind, eine Immunantwort in 
einem allogenen System hervorzurufen (Fig. 3). Dazu wurden Milzzellen der Maus (B6) 
mit den stimulierten DC aktiviert und als Effektorzellen mit allogenen Zielzellen (P815) 
30 zusammengebracht, wobei die Abtotung der Zielzellen mit Hilfe eines 51 Cr- 
Freisetzungstest bestimmt wurde. Dabei wurden jeweils drei verschiedene Verdunnungen 
von Effektorzellen mit einer konstanten Anzahl von Zielzellen in Kontakt gebracht 
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Phosphorthioat-modifizierte RNA ist danach im Vergleich zu Protamin-stabilisierter 
mRNA sehr viel starker in der Lage, die Reifung von DC zu aktivierten Zellen hervorzuru- 
fen, die eine Immunantwort durch Effektorzellen starten konnen. tfberraschenderweise ist 
dabei festzustellen, dass durch Phosphorthioat-RNA aktivierte DC eine Immunantwort 
5 auslosen konnen, die ebenso stark ist wie diejenige, die durch ODN, welche CpG-Motive 
aufweisen, ausgelost wird. 

Beispiel 3 

10 Es ist bekannt, dass die Aktivierung von DC durch CpG-DN iiber TLR-9 (engl. "toll-like 
receptor 9") vermittelt wird (Kaisho et aL, Trends Immunol. 2001, 22(2): 78-83). Es wurde 
daher untersucht, ob auch an der durch die erfindungsgemaBe chemisch mofizierte, im- 
munstimulierend wirksame RNA bewirkten DC-Aktivierung ebenfalls die TLR- 
Signalkaskade beteiligt ist Dazu wurde wiederurn anhand der Freisetzung von IL-12 und 

15 IL-6 die Aktivierung von DC aus B6-Wildtyp-Mausen mit der von DC aus B6-Mausen, 
denen das Protein MyD88 fehlt, verglichen. MyD88 ist an der TLR-9-Signalkaskade betei- 
ligt Die starke Freisetzung von IL-12 und 11^6 von DC der B6-Wildtyp-Mause bestatigte 
die Ergebnisse des Beispiels 1 (vgl. Fig. 4A und B, schwarze Balken). Im Gegensatz dazu 
fuhrte die Stimulation von DC aus MyD88-Knock-Out-Mausen mit den gleichen Proben 

20 zu keiner Aktivierung (vgl. Fig. 4A und B, weiBe Balken). Diese Ergebnisse zeigen, dass 
MyD88 und somit die TLR-9-Signalkaskade sowohl fiir die CpG-DNA-vermittelte als 
auch fiir die durch chemisch modifizierte RNA-vermittelte DC-Aktivierung erforderlich 
ist 

25 Beispiel 4 

Um zu untersuchen, ob erfindungsgemaBe chemisch modifizierte RNA einem zugigen 
Abbau unterworfen ist und daher nicht die Gefahr einer Persistenz im Organismus be- 
steht, wurden erfindungsgemaBe Oligoribonucleotide unter RNA- 
30 Degradatdonsbedingungen (37°C, unbehandeltes Medium, d.h. nicht-RNase-frei,) fiir 2, 26 
oder 72 h inkubiert und erst danach dem Stimulationstest mit DC zugefuhrt Bereits nach 
einer zweistiindigen Inkubation unter RNA-Degradationsbedingungen wurde bei der er- 
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findungsgemaBen chemisch modifizierten RNA keine Aktivieruag der DC mehr beobach- 
tet, wie durch die fehlende DL-12- (Fig. 5A) und IL-6-Freisetzung (Fig. 5B) gezeigt wird. 
Tm Gegensatz dazu hat die vorausgehende Inkubation von CpG-DNA-Spezies keinen 
EinfluB auf deren Wirksamkeit bei der DC-Aktivierung. Dies zeigt, dass die erfindungs- 
5 gemaCe chemisch modifizierte RNA bereits nach relativ kurzer Zeit abgebaut wird, was 
eine Persistenz im Organismus, die bei DNA auftreten kann, vermeidet 

Die erfindugsgemaBe chemische modifizierte RNA wird jedoch nicht so schnell abgebaut, 
dass sie ihre immunstirniilierende Wirkung nicht mehr entfalten kann. Um dies zu belegen, 

10 wurde das vorstehende Experiment mit einem erfindungsgemaBen Phosphorthioat- 
modifizierten Oligoribonucleotid (RNA 1982) wiederholt, jedoch die Inkubation unter 
RNA-Degradationsbedingungen nur fur 15, 30, 45 und 60 min durchgefiihrt. Wie die Fei- 
setzung von 1L-6 durch die danach stimulierten DC zeigt, ergibt sich auch nach einer 
Stunde Inkubation unter RNA-Degradationsbedingungen eine deudiche DC-Akdvierung 

15 (Fig. 6). 

Beispiel 5 

Die Induktion einer Splenomegalie, die im wesentlichen auf eine starke Aktivierung der B- 
20 Zell-Proliferation zuruckzufiihren ist, stellt ein wesentliches Hindemis der Verwendung 
von CpG-DNA als immuns timulieren des Adjuvans in Vakzinen dar (vgl. Monteith et aL, 
s.o.). Daher wurde mittels eines B-Zell-Proliferationstest iiberpruft, ob die erfindungsge- 
maBe chemisch modifizierte RNA eine Auswirkung auf die B-ZeU-Proliferation hat Im B- 
Zell-Proliferationstest wurde ein erwartet hoher Anteil proliferierender Zellen im Fall der 
25 Stimulation mit CpG-DNA nachgewiesen. Im Gegensatz dazu war uberraschenderweise 
erfindungsgemaBe chemisch modifizierte RNA (unabhangig von etwaig in der Sequenz 
vorhandener CpG-Motive) diesbezuglich vollig unwirksam (Fig. 7). 

Um diese uberraschend positive Eigenschaft der erfindungsgemaBen chemisch modifizier- 
30 ten RNA in vivo zu bestatigen, wurde eine Testvakzine, enthaltend ein erfindungsgemaBes 
Phosphorthioat-Oligoribonucleotid (RNA 1982) und ein Antigengemisch aus einem Pep- 
tid und p-Galaktosidase, hergestellt und Mausen subkutan injiziert. Als Vergleich diente 
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eine entsprechende DNA-Testvakzine, die das gleiche Antigengemisch in Verbindung mit 
einem CpG-ODN (CpG DNA 1826) enthielt Nach 10 Tagen wurden die Milzen der 
Mause entnommen und gewogen. Verglichen mit der Negativkoatrolle (PBS) ergab sich 
bei mit der DNA-Testvakzine behandelten Mausen eine signifikante Erhohung des Milz- 

5 gewichts. Im Gegensatz dazu wurde bei mit der erfindungsgemaBen RNA-Testvakzine 
behandelten Mausen keine Splenomegalie festgestellt, da hier das Milzgewicht gegeniiber 
der Negativkontrolle unverandert war (Fig. 8). Diese Ergebnisse zeigen, dass bei der erfin- 
dungsgemaBen Verwendung der chemisch modifizierten RNA als inununsrimuierendes 
Mittel oder als Adjuvans in Vakzinen keine im Zusammenhang mit einer unerwunschten 

1 0 B-Zell-Proliferation stehenden Nebenwirkungen auftreten. 

Zusammenfassend ist festzustellen, dass chemisch modifizierte RNA die Reifung von DC 
in vitro hervorruft. Die vorstehenden Beispiele belegen, dass chemisch modifizierte RNA, 
hier in Form kurzer (bspw. 20-merer) synthetischer Oligoribonucleotide (welche 

15 Phosphorthioat-modifiziert sind), unreife DC aktiviert und so deren Reifung hervorruft, 
wie es durch Bestimmung der spezifischen Cytokin-Freisetzung (Fig. 1) und der Expressi- 
on von Oberflachenaktivierungsmarkem (Fig. 2) gezeigt wird. Die durch die chemisch 
modifizierte RNA hervorgerufene DC-Aktmerung ist deutlich starker als diejenige, die 
durch ein Gemisch aus mRNA und der polykationischen Verbindung Protamin, von der 

20 bekannt ist, dass sie mit der RNA assoziiert und sie so vor Nucleasen schiitzt, hervorgeru- 
fen wird. Die durch Stimulation mit erfindungsgemafler chemisch modifizierter RNA ge- 
reiften DC konnen eine Immunantwort durch Effektorzellen starten, wie ein Cr M - 
Freisetzungstest in einem allogenen System belegt (Fig. 3). Die DC-Aktivierung durch die 
erfindungsgemaBe chemisch modifizierte RNA erfolgt vermutlich iiber eine TLR- 

25 vermittelte Signalkaskade (Fig. 4). 

Von bakterieller DNA ist bekannt, dass sie aufgrund des Vorhandenseins von nicht- 
methylierten CG-Motiven immunstimulierend wirkt; vgl. US-Patent 5,663,153. Diese Ei- 
genschaft von DNA kann bei DNA-Oligonucleotiden simuliert werden, die durch 
30 Phosphorthioat-Modifikation stabilisiert ist (US-Patent 6,239,116). Von RNA, die durch 
positiv geladene Proteine komplexiert ist, ist bekannt, dass sie eine immunstimulierende 
Wirkung aufWeist (Riedl et aL, 2002, s.o.). Es konnte durch die vorliegende Erfindung ge- 



WO 2004/004743 



PCT/EP2003/007175 



32 

zeigt werden, dass RNA, die chemisch modifiziert ist, im Vergleich 2U anderer, beispiels- 
weise Protamin-komplexierter, RNA ein sehr viel wirksameres immunstimuliexendes A- 
gens ist. Im Gegensatz zu DNA sind bei derartigen chemisch modifizierten RNA- 
Oligonucleoriden keine CpG-Monve erforderlich. Freie Phosphorthioat-Nucleotide (nicht 
5 gezeigt) sind im Gegensatz zu den 20-meren Ribonucleotiden nicht immunstimulierend 
wirksam. 

Die chemisch modifizierte immunstimulierende RNA dex vorliegenden Erfindung ist der 
immunstimulierenden DNA jedoch insbesondere dadurch uberlegen, dass RNA schneller 

10 abgebaut und so aus dem Korper des Patienten entfemt wird, weshalb das Risiko der Per- 
sistenz und des Hervorrufens von schweren Nebenwirkungen vermindert bzw. vermieden 
wird (Fig. 5 und 6). So kann die Verwendung von immunstimulierender DNA als Adju- 
vans fiir Vakzine die Bildung von Anti-DNA-Antikorpern hervorrufen, die DNA kann im 
Organismus persistieren, was bspw. zu einer Uberakrivierung des Immunsystems fuhren 

15 kann, welche bekanntermaBen in Mausen in einer Splenomegalie resultiert (Montheith et 
al., 1997, s.o.). Die durch DNA-Adjuvanzien hervorgerufene Splenomegalie geht wesent- 
lich auf eine Stimulation der B-Zell-Proliferation zuruck, die bei erfindungsgemaBen RNA- 
Adjuvanzien nicht auftritt (Fig. 7 und 8). Des weiteren kann DNA mit dem Wirtsgenom 
wechsehvirken, insbesondere durch Integration in das Wirtsgenom Mutationen hervorru- 

20 fen. All diese hohen Risiken konnen bei Verwendung der chemisch modifizierten RNA 
zur Herstellung von immunstimulierenden Mitteln oder Vakzinen, insbesondere zur Imp- 
fung gegen oder zur Behandlung von Krebs- oder Infektionserkrankungen, bei besserer 
oder vergleichbarer Iinmunstimulation vermieden werden. 
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Patentanspruche 



10 



1. Immunstimulierendes Mittel, enthaltend mindestens eine RNA, die mindestens 
eine chemische Modifikation aufweist 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Nucleo- 
tid dex RNA ein Analoges naturlich vorkommender Nucleotide ist 

3. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die RNA aus Nucleo- 
tidanaloga besteht. 



4. Mittel nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Analoge aus 
15 der Gruppe, bestehend aus Phosphorthioaten, Phosphoramidaten, Peptidnu- 

cleotiden, Methylphosphonaten, 7-Deazaguanosin, 5-Methylcytosin und Ino- 
sin, ausgewahlt ist 

5. Mittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Analoge ein 
20 Phosphorthioat ist. 

6. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
RNA aus 2 bis etwa 1000 Nucleotiden besteht 

25 7. Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die RNA aus etwa 8 bis 

etwa 200 Nucleotiden besteht 

8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die RNA aus etwa 15 
bis etwa 31 Nucleotiden besteht 



30 



9. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
RNA die Sequenz 
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5 , -UCCAUGACGUUCCUGAUGCU~3 > , 
S'-UCCAGGACUUCUCUCAGGUU^' oder 
S'-UCCAUGACGUUCCUGACGUU-S* aufweist 

5 10. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass es 

mindestens ein Adjuvans enthalt 

11. Mittel nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Adjuvans aus der 
Gruppe, bestehend aus Cytokinen, lipopeptiden und CpG-Oligonucleotiden. 

10 

12. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 11, weiter enthaltend einen pharmazeu- 
tisch vertraglichen Trager und/oder ein pharmazeutisch vertragliches Vehikel. 

13. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 12, zur Prevention und/oder Behand- 
1 5 lung von Infektionserkrankungen oder Krebserkrankungen. 

14. Vakzine, enthaltend das immunstimulierende Mittel nach einem der Anspriiche 
1 bis 12 und mindestens ein Antigen. 

20 15. Vakzine nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Antigen aus der 

Gruppe, bestehend aus Pepriden, Polypeptiden, Zellen, Zellextrakten, Polysac- 
charide^ Polysaccharidkonjugaten, Iipiden, Glykolipiden und Kohlenhydra- 
ten, ausgewahlt ist. 

25 16. Vakzine nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid- oder Po- 

lypeptidantigen in Form einer dafiir codierenden Nucleinsaure vorliegt 

17. Vakzine nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Nucleinsaure ei- 
ne mRNA ist 



30 



18. Vakzine nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die mRNA stabili- 
siert und/oder translationsoptimiert ist. 
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19. Vakzine nach einem der Anspriich 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Antigen aus Tumorantigenen und Antigenen von Viren, Bakterien, Pilzen und 

• Protozoen ausgewahlt ist 

20. Vakzine nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das virale, bakteriel- 
le, Pilz- oder protozoologische Antigen aus einem sekretierten Protein stammt. 

21. Vakzine nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass das Antigen 
ein Polyepitop von Tumorantigenen oder Antigen von Viren, Bakterien, Pilzen 
oder Protozoen ist. 



22. Vakzine nach einem der Anspriiche 14 bis 21 zur Impfung gegen Infektionser- 
krankungen oder Krebserkrankungen. 

23. Verwendung einer RNA, wie in einem der Anspriiche 1 bis 10 definiert, zur 
Herstellung eines immunstimulierenden Mittels zur Prevention und/oder Be- 
handlung von Infektionserkrankungen oder Krebserkrankungen. 

24. Verwendung einer RNA, wie in einem der Anspriiche 1 bis 10 definiert, zur 
Herstellung einer Vakzine zur Impfung gegen Infektionserkrankungen oder 
Krebserkrankungen. 
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Fig. 1A 
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Fig. 1B 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4A 
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Fig. 5A 









sz 






CD 


CM 


o 


CM 


CN 






«♦-» 






■ 


he 


s 


□ 



c 

<D 
O) 

c 

3 
D> 
C 

<D 
.Q 

0) 

c 

.2 

IS 
■o 

CO 

© 
Q 

I 

< 

z 

• * 

CM 




n 1 1 1 1 1 n i n 1 1 n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1 1 1 1 1 n 1 1 1 1 1 1 1 1 m i i i 1 1 1 1 1 1 1 n n 1 1 1 f 1 1 



O co 

Q.CO 



E ^ 
•2 c 

J "Si 

I 2« 



< 



r 



iiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiui 




4 



"si 

2w 



CM 



CO CD "fr 

|iu/6u 



CM 



WO 2004/004743 



PCT/EP2003/007175 



8/11 



Fig. 5B 
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Fig. 6 
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Fig. 8 
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